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要約 : タバコ Nicotiana tabacum cv Burley,+へAgrobacterium tumefaciensを用いてジェミニウイルス科
Geminiviridae に属する tobacco leaf curl virus TbLCV の外被タンパク質遺伝子を導入した 外被タン
パク質遺伝子を導入したタバコを自殖して後代系統を養成し T+世代 T,世代における分離比を算定する
ことにより 導入遺伝子のコピ数を推定した 分離比から +コピ ,コピ -コピと推定される形質
転換タバコ系統を得た +コピ ,コピと考えられる形質転換植物については更に自殖を繰り返し 導入
遺伝子をホモに持つ組換え系統を得た




ridae に属する +本鎖 DNAウイルスである ジェミニウ
イルスは宿主範囲 ゲノム構造 媒介昆虫の違いにより
Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Begomovirusの .
属に分類されている+
Begomovirusに属する Tobacco leaf curl virus TbLCV
は 単一の環状 +本鎖 DNAをゲノムとして持つ 自然界
における宿主範囲は ナス科 キク科 スイカズラ科植物
である 病徴は黄化 萎縮 巻葉 葉脈黄化などを示す
尾崎らの研究では種子伝搬 土壌伝搬はせずコナジラミ

























タバコは Nicotiana tabacum cv Burley,+を実験材料と
して用いた 種子を 1*エタノルで -*秒 +次亜塩
素酸ナトリウム水溶液で +*分表面殺菌した後滅菌水で -
回洗浄した +,MS培地+2 +,倍主要無機要素 スク
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全 DNA抽出は DELLAPORTA et al., +32-+3らの改変法
を用いた 2*で冷凍保存した -*mgのトマトに感染
している TbLCV感染葉を乳鉢に入れ 氷上で粉状になる
まで磨砕し -**mlの抽出緩衝液 *.+M Tris-HCl (pH 2.*),
*.*/M EDTA (pH 2.*), *./M NaCl, + ,メルカプトエタ
ノル	を加え再び磨砕した +-,+**g, . +*分間遠心し
て 上清を新しいマイクロチュブに移した 次に 最終
濃度が +となるように SDS Sodium dodecyl sulfate
を加え 0/で +*分間静置し ,**mlの /M CH-COOKを
加え溶液をよく混合し 氷上で ,*分間静置した その後
+-,+**g, . +*分間遠心し 上清を新しいマイクロ
チュブに移した *.1倍量の ,プロパノルを加えよく
混合し ,*で -*分間静置した後 +-,+**g, . -*分
間遠心して核酸を沈殿させ 真空乾燥機で乾燥した後に
,** ml の滅菌水に溶解した 抽出した全 DNAをもとに
TbLCVの外被タンパク質領域を PCR法によって増幅し
pGEM-T EasyVector Promega にサブクロニング
し 大腸菌 JM+*3へ形質転換した なお プライマは




PCRの反応条件は 第 +段階として 3. /分間を +サ
イクル第 ,段階として 3. +分間 0/ +分 ,*秒間
1, ,分 .*秒間を ,/サイクル 第 -段階として 1,
1分間を +サイクルに設定して行った サブクロニン
グした外被タンパク質領域の塩基配列を DSQ-,***L
SHIMADZU AFLexpress DNA Sequencer Amer-
sham Biosciences を用いて調べ DNASIS 日立ソフト
ウェアエンジニアリング で塩基配列を解析した
プラスミドは名古屋大学 中村研三教授から分譲を受け





質転換はジンパルサ Bio-Rad社製 を使用し エレ
クトロポレション法で行った 形質転換の確認と導入
遺伝子の確認は PCRで行った 正方向時にはプライマ
CP ,と gus 01+ c /  -ATCACGCAGTTCAACGCTGAC-
- で逆方向時にはプライマ CP+と gus01+cでそれ
ぞれ約 ,kbpのバンドが検出できるように設計した 反応
条件は第 +段階として 3. -分間を +サイクル 第 ,段
階として 3. +分間 // +分間 1, ,分間を ,/サ
イクル第 -段階として 1, 1分間を +サイクル行った
- タバコの形質転換
アグロバクテリウム EHA+*+は ,2 -日間 +**mgl
カナマイシンおよび +/ gl寒天を添加したAB培地 K,
HPO. +.,g/l, NaH,PO. *..g/l, NH.Cl +*..g/l, MgSO.
1H,O *.+,g/l, KCl *.*0g/l, CaCl,,H,O /mg/l, FeSO.
1H,O +mg/l, グルコス /gl で培養した 得られたシ
ングルコロニを ,2 +0時間 +**mglカナマイシン
を添加したAB液体培地で培養し 得られたアグロバクテ
リウム懸濁液に約 + cm四方に切ったタバコの葉を入れ /
分間感染させた 感染後MSNB培地 MS培地
 NAA
*.+mg/l, BA +mg/l,寒天 2gl で ,日間共存培養した
共存培養後 選抜培地であるMSNBCaK培地 MS培地

 NAA *.+mg/l, BA +mg/l,カナマイシン +**mgl, カ
ルベニシリン ,/*mgl, 寒天 2gl に移した 継代培養は
選抜培地移植後 最初は +週間目にその後は ,週間ごとに
行った
. 形質転換の確認と分離比の算定
再分化したシュトを ,/* mglセフォタキシム ,/*
mglカルベニシリンを含むMS液体培地で +時間以上浸
し 除菌を行い +*mlのMSCaK培地 MS培地
 カナ

















において +シャレにつき +**粒播種し +個体につき -














TGACTGGAGC-- を用い PCR条件は 第 +段階として
3. /分間を +サイクル 第 ,段階として 3. +分間
/0 +分間 1, +分間を -*サイクル 第 -段階とし







示し 残りの +つのクロンは開始コドンのATGの Tが
Cに置換されてACGとなっていた 開始コドンを持つク
ロンを pTLCP+ 置換しているクロンを pTLCP,と
した 得られた -つのクロンのうち ,つが同じ塩基配列







離株 TbLCV-Jp ; Genbank Accession No. AB*,20*.,,
と比較した TbLCV-Jpと pTLCP+を比べると -塩基違
























きた 得られたクロンを pIGCP/0と命名した 同様に
pTLCP,から得られたクロンを pIGCP.*と命名した
正方向ではプライマ CP,と gus01+cで約 , kbpのバン


























をホモ化できた系統はなかったと考えられた 表 + 分離
比から系統 +2 +2+では導入遺伝子が ,コピであると
考えられた 表 + 系統 +/は分離比から ,コピと推定
されたが P値が +以下の危険率だったので再実験の必




遺伝の分離をしない可能性があると考えられた 表 + 系
統 +//においては分離比から導入遺伝子が -コピだと






+3 +-1 耐性を示した系統 +1.について ハイグロマイ










pTLCP,を導入したタバコの T+世代において 系統 ,
.2 ,,/において分離比から導入遺伝子が ,コピである
と考えられ 系統 ,,/においては分離比から導入遺伝子
が -コピであると考えられた 表 ,
. T,世代における導入遺伝子のホモ化
pTLCP+を導入したタバコの T,世代において 系統 +
20 +/1. +1.+ については発芽した個体すべてがハ
イグロマイシンに対して耐性を示したことから導入遺伝子
がホモ化できたと考えられた 表 - ホモ化できたと考え

















表 + pTLCP+遺伝子を導入した T+系統の幼植物における
抗生物質耐性遺伝子の分離
表 , pTLCP,遺伝子を導入した T+系統の幼植物における
抗生物質耐性遺伝子の分離
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Agrobacterium-mediated Introduction
of Coat Protein Gene of Tobacco leaf curl virus (TbLCV)
to Tobacco Plants and Production
of Homozygous Plants
by
Takashi NIKAMI*, Miho TANIGUCHI**, Naoto KADOTANI***, Hiroko MORISIMA****,
Seinosuke TANDA***** and Masato IKEGAMI******
(Received March +., ,**//Accepted September +-, ,**/)
Summary : Coat protein gene of Tobacco leaf curl virus was introduced to Nicotiana tabacum cv Burley
,+ by mediation with Agrobacterium tumefaciens. Transgenic plants obtained were inbreed, o#spring
plants were harvested and then segregation ratios were computed of T+ generation plants using
resistance for hygromycin as a marker trait. For results obtained, copy numbers of introduced coat
protein gene were inferred. We obtained transgenic plants containing one copy, two copies and three
copies of introduced coat protein gene. The homozygous lines were obtained by inbreeding of
transgenic tobacco plants which contained one or two copies of introduced coat protein gene.
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